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(57) Abstract 



Disclosed is a TGC method for inducting targeted somatic transgenesis in an animal host, whereby bacteria with a foreign DNA 
integrated into an episomal vector release, under the control of eukaryotic regulatory elements for ulterior transcription and expression, said 
foreign DNA in the case of infection of a foreign organism, organ, tissue, cell line or individual cells, causing transcription and expression 
of foreign DNA and/or foreign protein in said location. 

(57) Zusammenfassung 

Es wind ein TGC-Verfahren rur Induktion einer zielgerichteten somatischen Transgenic in einem animalen Wirt beschrieben, bei 
dem Bakterien mit einer in einen episomalen Vektor integrierten und unter der Kontrolle eukaryonter, regulatorischer Elemente zur spSteren 
Transkription und Expression stehender Fremd-DNA bei der Infektion eines fremden Organ ismus, eines Organs, eines Gewebes einer 
Zelllinie oder einzelner Zellen die Fremd-DNA freisetzen und damit dort die Transkription und Expression von Fremd-DNA und/oder 
Fremd-Protein bewirken. 
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TGC-Verfahren zur Induktion einer zielgerichteten, somatischen 
Transgenitat 



Gegenstand der Erf indung ist ein Verf ahren zur Induktion einer 
zielgerichteten, somatischen Transgenitat (TGC = targeted 
genetic conditioning), das zur Expression von Fremdproteinen 
in Zellen, einem Gewebe, einem Organ Oder einem ganzen 
Wirtsorganismus sowie zur somatischen Gentherapie eingesetzt 
wird. 

Es ist bekannt, dafl Proteine fiir technische Anwendungen oder 
fur therapeutische Zwecke durch den Transfer von Genen in 
Mikroorganismen oder Saugetierzellen in ausreichenden Mengen 
exprimiert werden konnen, Diese Verf ahren sind besonders 
bedeutsam fiir korpereigene Proteine, die sonst nicht oder nur 
begrenzt zuganglich sind, wie Hormone, Regulationsf aktoren, 
Enzyme, Enzyminhibitoren und humanisierte monoklonale 
Antikorper sowie fur die Herstellung von Oberf lachenproteinen 
pathogener Mikroorganismen oder viraler Hullproteine zur 
gef ahrlosen Herstellung diagnostischer Tests und vertraglicher 
Impfstoffe. Durch "Protein-Engineering" konnen auch neuartige 
Proteine hergestellt werden, die durch Fusion, Mutation oder 
Deletion entsprechender DNA-Sequenzen anwendungs-optimierte 
Eigenschaf ten erhalten, zum Beispiel Immuntoxine. 

Aus menschlichen Zellen gewonnene Gene sind auch in Maus-, 
Ratten- oder Schafzellen f unktionsfahig und fiihren dort zur 
Bildung entsprechender Genprodukte. Dies wurde bereits 
praktisch bei der Herstellung von therapeutischen Proteinen, 
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zum Beispiel in der Milch transgener Nutztiere, angewendet. 
Der bisher bekannte Weg hierfiir ist die Mikroin jektion 
entsprechender Fremd-DNA-tragender Vektoren in den Kern der 
befruchteten Eizelle, in der bei einer Ausbeute von 1% die DNA 
5 dann in das Chromossom eingebaut wird. Die transgene be- 
fruchtete Eizelle wird anschliefiend hormonell stimulierten 
Muttertieren reimplantiert . Ein Nachkomme, der das einge- 
schleuste Gen in alien Korperzellen tragt, ist die Grundlage 
fur die Bildung einer "transgenen Herde". Durch die Nutzung 
10 der Gentechnik ist es moglich geworden, landwirtschaf tliche 
Nutztiere so gezielt zu verandern, daJ3 sie menschliche 
Proteine in ihrem Blut, ihrem Gewebe Oder der Milch produzie- 
ren, die in Mikroorganismen Oder Pflanzen nicht hergestellt 
werden k$nnen, 

15 

Der Einsatz von transgenen Tieren als Proteinproduktions- 
fabriken hat jedoch den entscheidenden Nachteil, daJ3 hierzu 
ein Eingriff in die Keimbahn der Tiere erforderlich ist. Wegen 
des hohen technischen und zeitlichen Aufwandes zur Schaf fung 
20 und Zuchtung von transgenen Tieren und auch wegen der 
Diskussion iiber die ethischen Konsequenzen dieser Methoden 
sind alternative Methoden zur Proteinproduktion in einem 
animalen Wirt ohne Keimbahneingrif f erforderlich und waren von 
sehr grofiem Vorteil. 

25 

Es ist weiterhin bekannt, dafl die Milch von Saugetieren wie 
Kuhen, Schafen, Ziegen, Pferden oder Schweinen eine Reihe von 
bakteriellen Krankheitserregern enthalten kann. Darunter sind 
Lister ien, Mykobakterien, Brucellen, Rhodococcus, Salmonellen, 

30 Shigellen, Escherichia, Aeromonaden und Yersinien, oder 
generell Bakterien mit intrazellularem Lebensstil [1, 2]. 
Diese Bakterien werden im wesentlichen durch orale Aufnahme 
auf den Menschen oder das Tier ubertragen [3], aber auch 
Tropfcheninfektionen spielen eine Rolle. Eine Hauptquelle fur 

35 die Infektion des Menschen mit Listerien [4], Mykobakterien 
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[5] und Escherichia coli ist kontaminierte Milch [6]. Der 
Mensch nimmt die Bakterien beim Verzehr nicht pasteurisierter 
Milch Oder Milchprodukte auf. Die anderen oben aufgefuhrten 
Bakteriengattungen wie Salmonellen, Shigellen, Yersinien, 
5 Rhodococcus und Brucellen werden in ahnlicher Weise auf den 
Menschen ubertragen. Bakterien konnen aber auch durch andere 
mit Bakterien infizierte Tierprodukte aus der Kuh, der Ziege, 
dem Schaf , dem Hasen, dem Pferd, dem Schwein Oder dem Gefliigel 
in den Menschen gelangen. 

10 

Die Infektion der Tiere erfolgt dabei oft iiber mukosale 
Oberflachen, sehr haufig uber den Verdauungstrakt. Nach der 
Aufnahme von Bakterien werden zum Beispiel im Fall von 
Listerien jedoch nicht alle Gewebe symptoraatisch infiziert. 

15 Bei der Kuh und bei der Ziege steht die Infektion von Euter, 
Milz und Leber im Vordergrund des Inf ektionsgeschehens . Bei 
Schafen kann es auflerdem auch zur Erkrankung des zentralen 
Nervensystems in Form der Meningitis kommen, so dafl nicht alle 
Tiere die Infektion iiberleben. Mit der Infektion des Euters 

20 ist die Inf ektionskette geschlossen. Mit kontarainierter Milch 
aufgenommene Bakterien konnen dann das Tier, zum Beispiel das 
saugende Kalb f oder den Menschen iiber den Verdauungstrakt neu 
inf izieren. 

25 Uber den Weg der bakteriellen Infektion des Menschen, hier 
speziell dargestellt am Beispiel der Listerien, ist derzeit 
folgendes bekannt: 

Fur den Menschen sind von den sechs bekannten Listeria-Spezies 
30 lediglich L. monocytogenes und L.ivanovii [7] pathogen. Die 
Erkrankung des Menschen erfolgt beim Verzehr inf izierter Milch 
oder Milchprodukte. Der Verlauf der Infektion hangt vom 
Gesundheitszustand des Menschen ab und ist in aller Regel 
undramatisch. In der Schwangerschaf t kann es zu der in- 
35 trauterinen Ubertragung des Reims auf den Fetus kommen, 
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verbunden mit Fehl-, Tod- Oder Friihgeburten. In alien Fallen 
besteht eine exzellente und problemlose Behandelbarkeit mit 
Antibiotika wie Ampicillin oder Erythromycin [8; 8a]. 

5 Fur L. monocytogenes in Mensch und Tier, fur L.ivanovii im 
Schaf, ist der Weg in die Zelle gut definiert. Zur vollen 
Pathogenitat der Listerien sind eine Reihe von Pathogenitats- 
faktoren notwendig. Dazu gehort PrfA (positive regulator of 
virulence ), Act A (actin nucleating protein), PlcA (phosphati- 

10 dylinositol-specif ic phospholipase) , PlcB (phosphatidyl- 
choline-specif ic phospholipase ) , Hly ( listeriolysin ) , Mpl 
(metalloprotease) [9]. Die Zellspezif itat der Pathogen- 
Wirtszelle-Interaktion wird iiber eine Reihe von Proteinen 
vermittelt. Dazu gehoren die Internaline inlA und InlB, die 

15 am initialen Kontakt und der Interaktion von Bakterien und 
Zelloberflache beteiligt sind [10, 11]. L. monocytogenes kann 
in der experimentellen Situation unter anderem Endothelzellen, 
Epithelzellen, Fibroblasten und Hepatozyten infizieren. 
Dariiber hinaus infiziert L. monocytogenes mit neutrophilen 

20 Granulocytes Makrophagen und Lymphozyten auch Zellen des 
weiBen Blutbildes. Dies ist ein wesentlicher Faktor bei der 
Ubertragung der Bakterien von der Eintrittspf orte zum 
Zielorgan im Wirt. Schliefllich kann auch das Lungengewebe 
durch Listerien infiziert werden, wenn man die Bakterien uber 

25 Tropfencheninfektion appliziert. 

Nach der Adhasion an der Zelloberflache wird L. monocytogenes 
durch Endozytose in die Zelle eingeschleust, zerstort unter 
der Einwirkung von Listeriolysin (Hly) die Endosomenmembran 

30 und wird so in das Zellzytosol freigesetzt [14]. in der Zelle 
angekommen, kann sich der Keim vermehren. Unter der Produktion 
weiterer Proteine bleibt das vollpathogene Bakterium nicht 
ortsstandig, sondern bewegt sich aktiv fort. Die Fortbewegung 
wird durch die Ausnutzung einer Reihe von L. monocytogenes 

35 eigenen und einiger zelleigener Proteine bewerkstelligt [15, 
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16]. ActA wird auf der Zelloberf lache der L. monocytogenes 
exprimiert. Es bindet das zellulare Protein VASP, das 
seinerseits die Briicke zur Anheftung von zellularen Aktin 
bildet. Im weiteren Verlauf bilden sich Aktinschweif e aus, die 
5 das Bakterium an seiner Spitze tragen und es so durch die 
Zelle weiterbewegen . Trifft L. monocytogenes auf die Zellmem- 
bran, so entsteht eine Membranprotrusion, die bei benachbarten 
Zellen direkt in die Nachbarzelle hineinragt. Diese Aus- 
stiilpung wird dann von der Nachbarzelle endozytiert, so daJJ 

10 L. monocytogenes sich in der neuen Zelle innerhalb einer 
zweifachen Membran befindet. Die beiden Membranen werden unter 
Einwirkung von Hly und PlcB aufgelost [17]. Am Ende dieses 
Vorganges hat L. monocytogenes auch die Nachbarzelle infiziert 
und der Inf ektionsprozefi beginnt von Neuem. So gelangt 

15 L. monocytogenes unter anderem in die sekretorischen Zellen des 
Euters wie der Kuh. Sekretierte Listerienproteine werden in 
der Milch nachweisbar, d.h. sie werden intrazellular aus der 
laktierenden Zelle in die Milch abgegeben [18]. Zu diesen 
Proteinen zahlen mit Hly (Listeriolysin) und IrpA (internalin 

20 related protein [19]) zwei Pathogenitatsf aktoren, die von 
L. monocytogenes im Wirt in grofien Mengen produziert, sezer- 
niert und in die Milch ausgeschieden werden [20]. 

Diese Kenntnisse des Infektionsprozesses haben es ermoglicht, 
25 L. monocytogenes genetisch so zu verandern, dafi er fremde 
Proteine exprimiert. Beispiele fur die Expression fremder 
Proteine in L. monocytogenes sind: Alkalische Phosphatase aus 
Escherichia coli, das Nucleoprotein aus dem Lymphochoriomenin- 
gitis virus (LCMV), das Nucleoprotein aus dem Influenza virus, 
30 das "major capsid protein" (Ll) aus cottontail rabbit 
papillomavirus (CRPV) und das Gag Protein aus HIV Typ 1 [20 
bis 27]. 

Neben Proteinen prokaryonten Ursprungs handelt es sich hierbei 
35 urn virale Proteine, die normalerweise nicht innerhalb der 
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eukaryonten Zelle produ2iert werden. Solche und ahnliche 
Fremdproteine prokaryonten und eukaryonten Ursprungs konnen 
von L. monocytogenes produziert werden, ohne dafl eine eukary- 
onte Zelle dazu notwendig ist. Von L. monocytogenes produzier- 
5 ten Proteine werden in der Milch ausgeschieden. 

Die Infektion durch Bakterien erf olgt durch spezif ische 
Interaktionen von Liganden-Proteinen der Bakterien mit 
Rezeptor-Proteinen der Zielzellen. Hieran ist im Falle von 

10 L. monocytogenes die Internalinf amilie maflgeblich beteiligt; 
sie bestimmt im wesentlichen die Zellspezif itat des Infek- 
tionsprozesses [28], Zudem wird eine ActA abhangige Zellauf- 
nahme diskutiert, die iiber Rezeptoren der Heparansulf atf amilie 
vermittelt wird [29], Infiziert L. monocytogenes die Zelle, so 

15 kommt es nicht in jedem Fall zu einem vollen Inf ektionszyklus. 
Wird in L. monocytogenes Listeriolysin ausgeschaltet, so 
bleiben die Bakterien im Endosom stecken und die Infektion der 
"ersten Zelle" kommt nicht zu Stande. Bakterien, in denen das 
Protein ActA ausgeschaltet, inaktiv Oder nicht mehr vorhanden 

20 ist, kommen in die erstinf izierten Zellen, bleiben aber dort 
stecken und konnen die Nachbarzellen nicht mehr infizieren 
[30, 31]. Bei der Ausschaltung der PclB ist der Keim nicht 
mehr in der Lage, sich in einer zweiten Zelle zu etablieren. 

25 L. monocytogenes ist ein Bakterium, das durch eine Reihe von 
Antibiotika behandelt werden kann. Besonders geeignet sind 
Ampicillin und Penicillin (jeweils in Kombination mit 
Gentamycin). Als Alternative werden auch Erythromycin und 
Sulfonamide eingesetzt. In besonderen Fallen kommen Tetra- 

30 zykline, Vancomycin oder Chloramphenicol zum Einsatz [32]. 
Entsprechende Behandlungsmoglichkeiten bestehen auch fur 
andere Bakterien [8a] der Gattungen Aeromonas, Bartonella, 
Brucella , Campylobacter , Enterobacteriaceae , Mycobacterium, 
Renibacterium, Rhodococcus oder andere Bakterien, die mit dem 

35 genannten Bakterien genetisch oder biochemisch verwandt sind. 
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Unter Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse stellte sich nun 
die Aufgabe, eine bakterielle Infektion fur ein Verfahren zur 
organotropen Proteinproduktion zu nutzen. 

5 Gelost wird diese Aufgabe durch das ein TGC-Verf ahren zur 
Induktion einer zielgerichteten, somatischen Transgenitat, bei 
dem Bakterien, die eine Fremd-DNA tragen, welche in einem 
episomalen Vektor integriert und zur spateren Transkription 
und Expression vorbereitet ist, bei der Infektion von Zellen, 
10 Geweben, einem Organ Oder dem ganzen Wirtsorganismus ihre 
genetischen Informationen in die infizierte Einzelzelle 
freisetzen und damit die Expression von Fremdprotein bewirken. 

Dieses Verfahren kann entweder zur Gewinnung eines Fremd- 
15 proteins eingesetzt werden, dient aber vorteilhaft auch zur 
somatischen Gentherapie, bei der die durch die bakterielle 
Infektion in den Wirtsorganismus eingefuhrte Fremd-DNA dort 
die Bildung eines dem Wirtsorganismus fehlenden Proteins 
veranla/it oder durch die Erzeugung von einzel- Oder doppel- 
20 strangiger Nukleinsaure die Bildung eines Proteins im 
Wirtsorganismus erhoht, vermindert oder verhindert. Dieses 
Verfahren kann auf alle bekannten Nutztiere und auch auf den 
Menschen angewendet werden. 

25 Handelt es sich bei dem infizierten Gewebe urn das Ei eines 
Geflugeltieres, so wird das Fremdprotein im Ei produziert und 
kann aus diesem durch die bekannten Verfahren der Isolierung 
von Proteinen, zum Beispiel aus Huhnereiern, isoliert werden. 
Handelt es bei den infizierten Zellen urn Zellen des Blutes, 

30 so kann durch parenterale Infektion der Zellen eine Ver- 
breitung der Bakterien und mit ihnen der Fremd-DNA im 
injizierten Gesamtorganismus erzielt werden. Handelt es sich 
bei den Wirtstieren um Versuchstiere, deren infiziertes Organ 
ein Euter ist, so wird in der Milch des Versuchstieres das 
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gewtinschte Fremdprotein produziert, aus der das Frerad- Protein 
dann isoliert werden kann. 

Das TGC-Verfahren wird im folgenden exemplarisch fur das 
5 Bakterium L. monocytogenes besprochen. Es kann entsprechend 
aber auch bei alien intrazellular wachsenden Bakterien 
angewendet werden, unter denen die Bakterien der Gattungen 
Aeromonas, Bartonella, Brucella, Campylobacter, Clostridia, 
Enterobacteriaceae (bei letzterer insbesondere Bakterien der 

10 Spezies Yersinia, Escherichia, Shigella, Salmonella), 
Legionella, Mycobacterium, Renibacterium, Rhodococcus oder 
Bakterien aus mit ihnen genetisch oder biochemisch verwandten 
Gattungen hervorzuheben sind, obwohl auch andere Bakterien- 
Gattungen, die nicht pathogen sind und auch keinen intrazel- 

15 ularen Lebensstil haben, fur das erf indungsgemafle Verfahren 
geeignet sind, sofern sie in einem eukaryonten Wirtsorganismus 
lebensfahig sind, 

Es ist aufterdem moglich, das TGC-Verf ahren mit von Hause aus 
20 apathogenen Bakterien durchzuf iihren, die durch genet ische 
Manipulationen mit zusStzlichen Faktoren ausgestattet werden, 
die ihnen den Zutritt zur Zelle ermoglichen. Zu einer 
derartigen "Aufrlistung mit Pathogenitatsf aktoren" konnen viele 
von Hause aus nicht intrazellular wachsende Bakterien 
25 herangezogen werden, wie Bacillus subtilis, Lactobacillen, 
Pseudomonaden, Staphylokokken . Ein in diesem Sinn aufgeruste- 
ter TGC-Sicherheitsstamm ist zum Beispiel Bacillus subtilis, 
der zusatzlich mit dem Listeriolysin aus L. monocytogenes 
ausgeriistet ist. Ein Beispiel fur die Aufrlistung von apathoge- 
30 nen Bakterien zum TGC-Sicherheitsstamm wird mit der Aus- 
stattung von L.innocua mit dem hly und/oder dem actA Gen aus 
L. monocytogenes im Beispiel 1 angegeben. Ein weiteres Beispiel 
ist E.coli K12 aufgeriistet mit dem Invasingen (inv) aus 
Yersinia pseudotuberculosis. 

35 
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Das TGC-Verf ahren wird in folgenden Schritten durchgefiihrt : 

a) Klonierung der TGC- ( Fremd ) -DNA : 

5 Das TGC-Verf ahr en wird durch die Vorbereitung des L. monocyto- 
genes Stammes im Labor eingeleitet. In einen geeigneten Vektor 
wird die cDNA fiir das herzustellende Fremdprotein insertiert. 
Die Einfiigung der cDNA wird dabei in bekannter Weise so 
vorgenommen, daJi die spatere Transkription und Expression im 

10 eukaryontischen Wirt sichergestellt ist. Soil das Protein von 
der Zelle sekretiert werden, so mussen die Vektoren passende, 
wirtszellspezif ische Signalsequenzen enthalten. Beim Vektor 
kann es sich um einen eukaryonten Vektor handeln, zum Beispiel 
urn pCMV der Firma Clontech oder um pCMD der Firma Invitrogen, 

15 beide kauflich zu erwerben. Als wesentliche Kriterien der 
Auswahlvektoren weisen diese eukaryonte Promotoren, Donor und 
Akzeptorstellen fiir das RNA-Splicing auf (fakultative 
Eigenschaft) , sowie eine Polyadenylierungsstelle zum Beispiel 
aus SV40. Zur Vervielf altigung der DNA kann die Produktion der 

20 genetischen Konstrukte (im folgenden als TGC-DNA bezeichnet) 
in E. coli oder jedem anderem geeigneten Wirtsstamm nach 
Methoden vorgenommen werden. Die TGC-DNA mufi zur primaren 
Klonierung lediglich in die ausgewahlten Bakterien eingebracht 
und dann spater in den ausgewahlten bakteriellen TGC-Si- 

25 cherheitsstamm transferiert werden konnen. Der Transfer in 
L. monocytogenes kann mit den verschiedenen, wohlbekannten 
Methoden des Gentransfers von isolierter DNA (Transformation, 
Elektroporation etc.) oder durch die Vorgange der Konjugation 
und der Transduktion direkt oder mittelbar von Bakterium zu 

30 Bakterium vorgenommen werden. 

b) TGC-Sicherheitsstamme als Rezipienten der TGC-DNA: 

Als Rezipient der TGC-DNA werden besondere L. monocytogenes 
35 Wirtsstamme - oder aber andere TGC-Ammen f die wie L.monocyto- 
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genes intrazellular vitale Bakterien (z.B. Yersinien), Oder 
ins Endosom-eindringende (z.B. Samonellen) Oder aber mit 
zusatzlichen bakteriellen Faktoren "auf gerustete", ansonsten 
nicht pathogene Bakterien (z.B. Escherichia coli oder 
L.innocua) darstellen - eingesetzt, die folgende Eigen- 
schaften, einzeln oder in Kombination, erfullen: 

(A.l) sie eignen sich als Empfanger fremder DNA (geneti- 

sche Manipulierbarkeit ) ; 



(B.l) sie tragen Mutationen, die Gene betreffen, ohne die 

ein Uberleben der Bakterien in der AuJJenwelt, also 
auJJerhalb eines Wirtes, zum Beispiel bei niedrige- 
rer Temperatur, unmoglich ist (sicherheitsrelevante 
15 Eigenschaft) ; 

(B.2) es sind attenuierte Wirtsstamme, bei denen ein Teil 

ihrer Pathogentitatsf aktoren deletiert oder inakti- 
viert ist, so dafl sie nicht mehr die voile Pathoge- 
20 nitat der Wildtypstamme entfalten ( Attenuierung) ; 

(C.l) sie sind "genetische Kriippel" f die durch gezielte, 

vom Experimentator eingefiihrte Stof fwechseldefekte 
nur auf definierten, artif iziellen Medien zur 
25 Anzucht gebracht werden konnen, aufgrund dieser 

Defekte aber in der Zelle und vor allem im Ganztier 
nicht mehr wachsen, sich also nicht vermehren 
konnen ("endogener Suizid' 1 ); 

30 (C.2) sie induzieren ihre Aufnahme in Endosomen und 

werden in diesen Zellkompartimenten aufgelost 
(Infektion iiber Endosomen) 

(C.3) sie werden von prof essionellen Phagozyten in 
35 Phagolysosomen auf genommen, konnen diese Zellkom- 
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partimente jedoch auflosen (d.h. uberwinden) 
(Infektion tiber Phagolysosomen) 

(C.4) die Bakterien tragen Suizidgene, die erst nach dem 

5 Eindringen in die Wirtszelle konditional aktiviert 

werden, so daJi die Bakterien sich selbst umbringen 
("exogener Suizid") 

(D.l) sie sind durch Antibiotikabehandlung des spateren 

10 animalen Wirts zu eliminieren (Abtotung durch 

Antibiose ) . 

Bei Punkt A.l handelt es sich uro eine allgemeine Eigenschaft 
der Bakterien, ohne die keine der angesprochenen genet ischen 
15 Manipulationen moglich ware. 

Unter den Punkten B.l und B.2 sind Veranderungen zusammenge- 
fafit, die die Anwendung der Bakterien sicherer machen. 
Bakterien mit diesen Veranderungen konnen sich bei Aus- 
20 scheidung in die Umwelt nicht mehr vermehren, bzw sind 
attenuiert (B.l), weisen eine geringeres pathogenes Potential 
auf (B.2). Die Veranderung von Bakterien gemafi Unterpunkt B.2 
hat auch Einflufl auf die Freisetzung der Fremd-DNA in die 
Zelle (siehe Unterpunkte C.2 + C.3). 

25 

Bei den Unterpunkten C.l - C.4 handelt es sich urn genetische 
Veranderungen von Bakterien, die die Freisetzung der Fremd-DNA 
in die aniraale Zelle mafigeblich bestimmen. Unter den Punkten 
C.3 - C.4 sind Inf ektionswege aufgezeigt, die fiir Bakterien, 
30 die weiter unten unter den Beispielen zusammengef aflt werden, 
als Weg der Ubertragung der Fremd-DNA in das Zytosol der 
animalen Zelle identif iziert wurden. 

Der unter (D.l) aufgefiihrte Eingriff erlaubt die gezielte 
35 Abtotung der Bakterien. Dadurch wird die Freisetzung der 
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Fremd-DNA aus den Bakterien bewirkt, die Therapie mit 
Antibiotika ist aber auch ein sicherheitrelevanter Aspekt. 

Uber die Veranderungen und Eingriffe gemaJ} C.l - C.4 und auch 
5 B.2 und D.l wird die Freisetzung der rekombinanten DNA in die 
Zelle erst ermoglicht. 

Stamme mit diesen Eigenschaf ten (einzeln Oder in Kombination) 
werden als TGC-Sicherheitsstamme bezeichnet. 

10 

c) Optimierung der TGC-Amme auf das Zielorgan des TGC- 
verf ahrens: 

Die TGC-DNA, die fiir das herzustellende Fremdprotein kodiert, 
15 wird in den TGC-Sicherheitsstamm durch Transformation, 
Konjugation oder Transduktion uberfuhrt. Die so erhaltenen 
Stamme werden nachfolgend als TGC-Amme bezeichnet. Die Amme 
versorgt (fiittert) den TGC-Wirt mit der DNA und induziert 
damit die somatische Transgenitat. Damit wahrend des TGC- 
20 Verf ahrens das gewunschte Fremdprotein optimal exprimiert 
wird, sollte sich das Gen vorteilhaf terweise unter der 
Kontrolle von Promotoren und anderen regulatorisch wirkenden 
Sequenzen befinden, die aus dem vorher ausgewahlten Zielorgan 
des TGC-Verfahrens stammen oder fiir das Zielorgan optimiert 
25 sind, zum Beispiel Euter-spezif ische Promotoren und Sekre- 
tionssignale. 

d) Infektion des Wirtsorganismus mit der TGC-Amme: 

30 Durch die Anzucht der TGC-Amme wird sie in vitro in einem 
Kulturmedium vermehrt und fiir die Durchfiihrung des TGC- 
Verfahrens in einem ausgewahlten Wirtsorganismus vorbereitet. 
Alternativ kann die TGC-Amme auch im dem Wirtsorganismus 
(Mensch oder Tier, im folgenden TGC-Wirt genannt), durch in 

35 vivo Anzucht vermehrt- Als Vorbereitung fiir die Infektion wird 
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die TGC-Amme in einer an den TGC-Wirt adaptierten, nicht 
bakteriziden Losung, einem Puffer oder einer anderen physiolo- 
gischen Flussigkeit aufgenommen. Die Fliissigkeit wird dem TGC- 
Wirt, zum Beispiel dem laktierenden Saugetier, wenn das Euter 
5 somatisch transgen gemacht werden soll f verabreicht. Dies kann 
entweder peroral durch Trinken der Flussigkeit oder aber durch 
Zufiihrung iiber eine Magensonde, den Anus oder eine andere 
Korperoffnung erfolgen. Als Alternative kommt die Gabe der 
TGC-Amme durch Injektion in Betracht, die intravenos, 
10 intramuskular direkt in das Zielorgan oder vorzugsweise 
intraperitoneal erfolgt. Als weitere Alternative kann die 
infektion durch Bildung eines Aerosols und anschliefJende 
Inhalation der Tropfchen erfolgen. 

15 Der TGC-Wirt (Mensch oder Nutztier: Kuh, Pferd, Ziege, Schaf , 
Schwein, Hase f Gefliigel etc.) kann mehrmals mit gleichen oder 
heterologen Transgenen infiziert werden. Durch mehrmalige 
Infektion mit unterschiedlicher DNA, die zum Beispiel fiir 
mehrere Enzyme eines Biosyntheseweges kodieren, konnen auf 

20 diese Weise ganze Enzymkaskaden in dem TGC-Wirt etabliert 
werden. Dadurch laflt sich auch die biochemische Expression 
multigener Proteine erreichen. 

e) Organ- und Zellspezif itat der Infektion: 

25 

Der weitere Weg der TGC-Amme im Organismus ist zunachst durch 
den natiirlichen Inf ektionsweg bestimmt. Die TGC-Amme erreicht 
auf dem fur sie typischen und vom jeweiligen Bakterium 
gesteuerten Weg das Zielorgan. Tragt die TGC-Amme im Fall von 

30 L. monocytogenes genetisch unveranderte Internaline, so ist das 
Euter unter den Zielorganen. Genetisch veranderte Internaline 
erlauben die Infektion anderer Organsysteme. Seinem Infek- 
tionszyklus entsprechend dringt die TGC-Amme in die Zellen ein 
und erscheint im Zytoplasma. Da sie genetisch defekt ist, kann 

35 die TGC-Amme sich dort nicht weiter vermehren, sie begeht 



WO 99/29884 PCT/EP98/08096 



- 14 - 



"endogenen Suizid" (siehe oben, C.l unter Auf zahlungspunkt 
(b)). Bei der Zellinfektion hat die TGC-Amme die wirtsfremde 
TGC-DNA in ihrem Gepack in die Zelle eingeschleust . Die 
Ubertragung der Fremd-DNA in die Zelle kann aber auch durch 
"exogenen Suizid" (siehe oben, C.4 unter Auf zahlungspunkt (b)) 
oder durch "Abtotung" der Bakterien durch gezielte Antibiose 
(siehe oben, C.3 unter Auf zahlungspunkt (b) )ausgelost werden. 
In diesen drei Fallen stirbt die Bakterienzelle, die die 
Fremd-DNA in sich tragt, innerhalb der animalen Zelle und 
entlaflt dabei die Fremd-DNA ins Zytoplasma. Schliefllich kann 
die Ubertragung der Fremd-DNA auf die animale Zelle auch durch 
gezielte Infektion der Zellen unter Ausbleiben der Lyse der 
Endosomen erreicht werden. Hierbei wird die Fremd-DNA der 
animalen Zelle durch Lyse der Bakterien innerhalb der 
Endosomen zuganglich • 

In jedem der angesprochenen Falle steht die in die Zelle 
ubertragene DNA nun als Template zur Produktion des gewunsch- 
ten Fremdproteins zur Verfugung. Die Nukleinsaure kann aber 
auch direkt therapeutisch wirken, zum Beispiel durch Generie- 
rung einer anti-sense RNA. Die so manipulierten Zellen, Gewebe 
Oder Organe werden im Verlauf der Infektion somatisch 
transgen. 

f) L. monocytogenes induzierte Proteinproduktion in der 
Milch von Saugetieren: 

Nach Ausfuhren des TGC-Verf ahrens - zum Beispiel mit TGC-Ammen 
wie L. monocytogenes aber auch anderen intrazellular vitalen 
Bakterien (z-B. Yersinien), Oder ins Endosom eindringenden 
(z.B. Samonellen) oder aber mit zusatzlichen bakteriellen 
Faktoren auf geriisteten, ansonsten nicht-pathogenen Bakterien 
(z.B. Escherichia coli oder L.innocua) - wird das Protein wird 
in der laktierenden Zelle gebildet und mit den anderen 
Produkten der Zelle in die Milch ausgeschieden . Werden mehrere 
Tiere mit unterschiedlicher Fremd-DNA im TGC-Verf ahren 
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somatisch transgen gemacht, so konnen durch Sammeln der Milch 
jedes einzelnen TGC-Wirtes (Melken) die unterschiedlichen 
Proteine voneinander getrennt produziert werden. 

5 Aufgrund der Eigenschaf ten der TGC-Amme tauchen in der Milch 
keine L. monocytogenes (TGC-Ammen, d.h. Bakterien) auf. Sollte 
dies dennoch der Fall sein, so konnen die Bakterien mit alien 
dem Fachmann bekannten Methoden eliminiert werden, zum 
Beispiel durch Behandlung mit Antibiotika. Die Tiere (Oder 

10 auch der Mensch) sind nach der Durchfuhrung des "targeted 
genetic conditioning" (TGC) frei von lebensf ahigen, gentech- 
nisch veranderten Organismen und unterliegen damit keinen 
weiteren Sicherheitsbestimmungen. Der TGC-Wirt gibt die in ihn 
durch das TGC-Verf ahren eingetragene genetische Information 

15 an die nachkommenden Zellen im Rahmen der ublichen Zellteilung 
weiter. Auf Abkommlinge des TGC-Wirts wird die Information 
jedoch nicht ubertragen, da die TGC-DNA sich nicht in der 
Keimbahn des TGC-Wirtes befindet. Das Umgehen (d.h. Aus- 
lassen)der genetischen Manipulation der Keimbahn des Gesamt- 

20 organismus und die gezielte Proteinproduktion im vorbestimmten 
Organ Oder Gewebe des animalen Wirts (Tier und Mensch) stellt 
den innovativen und neuen Aspekt des erf indungsgemafien 
verfahrens dar. 

25 g) Infektionen von Geweben durch L. monocytogenes 

Das Blut ist ein Gewebe, dessen erf indungsgemafle genetische 
Veranderung durch das TGC-Verf ahren exemplarisch beschrieben 
wird. Die Zellen des Blutes eignen sich besonders fur das TGC- 

30 Verf ahren. Die Infektion von Zellen des Blutes laBt sich 
auBerhalb des Korpers vornehmen. Die zu erzielende somatische 
Transgenitat der Zellen kann ebenfalls auflerhalb des Wirtes 
uberpruft werden. Im Fall der attenuierten, auxotrophen 
Bakterien lassen sich die zum Wachstum der Zellen notwendigen 

35 Substanzen - als Beispiel fur Auxotrophie dient hier die 
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Diaminopimelinsaure - dem Medium zufiigen und so der Zeitraum 
der Lebensf ahigkeit der Bakterien entsprechend dem Versuchs- 
ziel steuern. Durch anschlieflende Lyse der animalen Zellen 
kann dann uberpruft werden, ob die intrazellularen Bakterien 
5 noch vital sind. 

Zur Reimplantation in den Empf angerorganismus werden schliefl- 
lich die transf izierten Zellen verwendet, die eine genau 
bekannte Menge an vitalen Bakterien enthalten. Im Einzelfall 
10 konnen dies so groBe Mengen an Bakterien sein, daB im 
Organismus weitere Organe infiziert werden. In anderen Fallen 
wird durch die Eliminierung vitaler Bakterien in vitro vor der 
Reimplantation in den TGC-Wirt die Transgenitat gezielt auf 
das Gewebeblut beschrankt. 

15 

Die Reimplantation und damit verbunden die Disseminierung der 
transgenen Zellen mit oder ohne vitale Bakterien erlaubt die 
somatische Gentherapie von Zellen im Wirt, der in diesem Fall 
auch ein Mensch sein kann. 

20 

Das TGC-Verf ahren ermoglicht es aber auch, extrakorporal 
Proteine zu produzieren. Dazu werden die TGC-Ammen in Eier von 
Gef liigeltieren injiziert. Geeignete Techniken hierfiir sind in 
der Impf stof fherstellung bei viralen Erregern bereits Stand 

25 der Technik. Im Verlauf der Bebriitung der Eier werden die 
Zellen im Ei infiziert, somatisch transgen und produzieren 
dann das Fremdprotein . Aus dem Ei lafit sich nach bekannten 
Verf ahren das Fremdprotein aufreinigen. Bei dieser Form des 
TGC-Verf ahrens bleibt die TGC-Amme in alien Phasen der 

30 Anwendung unter Laborbedingungen kontrollierbar . Die Menge des 
zu produzierenden Proteins hangt nur von der Injektion einer 
entsprechend groBen Anzahl von Eiern ab. 
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h) Einsatz des TGC-Verf ahrens zur somatischen Gentherapie: 

Es gibt noch keine etablierte Form der somatischen Gen- 
therapie. Derzeit wird die zur Transfektion eingesetzte 
5 Nukleinsaure im Inneren von Viren oder eingepackt in Liposomen 
vor Einflussen der Auftenwelt geschiitzt. 

Viren haben den Nachteil, daft sie nur eine begrenzte Aufnahme- 
fahigkeit haben und daft bei hohen Infektionsdosen mit der 

10 Entwicklung ihrer vollen zytopathischen Effekte zu rechnen ist 
[32a]. Sie induzieren Immunreaktionen und konnen so selber 
angegriffen und zerstort werden. Einige Viren werden durch 
Serum inaktiviert und werden dann fur die Gentherapie 
unbrauchbar. Hier ist besonders die mehrfache Gabe von Viren 

15 zur Gentherapie zu nennen, in deren Verlauf die Immunantwort 
des Wirtes angestoften wird. Die Bildung einer gezielten gegen 
die Viren gerichteten Abwehr stellte sich zuletzt als ein 
wesentliches Problem der Verwendung von Viren im Rahmen der 
Gentherapie heraus. 

20 

Beim Einsatz von Liposomen ist die toxische Wirkung der Lipide 
zu berucksichtigen, die entziindliche Reaktionen auslost. 

Im Fall der in vivo Therapie gibt es noch erhebliche Def izite 
25 auf dem Weg zu Anwendung der bisher benutzten Systeme des 
Gentransfers. Fur diese Form der Therapie wird gefordert 
[32b]: 

(i) die Resistenz des Vektors gegen Abbau nach der in 
30 vivo Gabe im Kdrper, 

(ii) die Gewebsspezif itat , d.h. das gezielte Ansteuern 
des zu therapierenden Gewebes (Organs) und 



WO 99/29884 PCT/EP98/08096 

- 18 - 

(iii) die Sicherheit, womit die Unschadlichkeit der nicht 

zu behandelnden Organe gemeint ist [32b]. 

Die in dieser Patentanmeldung aufgefiihrten Bakterien, die hier 
5 als Vehikel zum Gentransport und Gentransf er eingesetzt werden 
konnen sollen, sind idealerweise fur den Gentransf er geeignet. 
Die Bakterien sind auf ihren jeweiligen Wirt bestens adaptiert 
und konnen in ihm ohne aufiere Eingriffe, wie Antibiotika- 
Therapie fur eine ausreichende Zeit uberleben. Sie induzieren 

10 auf definierten Inf ektionswegen spezifische Erkrankungen und 
zeigen dabei zum Teil eine ausgepragte Organotropie. Sie 
konnen erhebliche Fremd-DNA Mengen aufnehmen (z.B. natiirlich 
vorkommende Plasmide haben GroBen von mehreren 100 Kilobasen), 
so dafi nicht nur c-DNA's sondern sogar grofiere Bereiche eines 

15 Chromosoms iibertragen werden konnen. SchlieBlich konnen sie 
sicher eingesetzt werden, insbesondere wenn es sich um 
"Kruppelbakterien" handelt, wie sie oben beschrieben worden 
sind. Die genetischen Defekte der TGC-Amme in Kombination mit 
der vorgegebenen Antibiotika-Empf indlichkeit garantieren eine 

20 effiziente Eliminierung der Bakterien, nachdem sie ihre 
Aufgabe, den DNA- Transfer in die eukaryonte Zelle erfullt 
haben. 

Beispiel: 

25 

Als Beispiele fiir eine somatische Gentherapie sind hier 
auf gefuhrt: 

Die Therapie der cystischen Fibrose (CF): Dazu muB der 
30 Keim dem zu therapierenden Patienten durch Inhalation 

verabreicht werden. Bei dem Bakterium handelt es sich 
vorzugsweise um einen Keim, der liber Tropf cheninf ektion 
ubertragen wird. In dem Bakterium befindet sich das 
CFTR-Gen, das den bei der CF maJJgeblichen Defekt kurie- 
35 ren kann. Das Bakterium dringt in die Saulenzellen des 
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Luftweges (airway lumen-facing columnar cells) ein und 
transfiziert diese mit der CFTR-DNA integriert in den 
TGC-Vektor. Die Zellen werden somatisch transgen, der 
Defekt wird kuriert. 

- Durch somatische Gentherapie mit dem humanen ii-Globulin- 
gens kann die J3-Thalassaemie behandelt werden. Dazu 
werden ex vivo Stammzellen der haematopoetischen Reihe 
mit einem TGC-Sicherheitsstamm infiziert, der das 13- 
Globulingen auf die Stammzelle iibertragt. Durch Be- 
handlung der Zellen in der Zellkultur wird das infizie- 
rende Bakterium eliminiert und die transgene Zelle fur 
die Ruckubertragung auf den Menschen vorbereitet. Diese 
Ubertragung erfolgt durch intravenose Gabe. 

- Bei der Therapie des Hurler Syndroms werden primitive 
CD34-positive Zellen des Knochenmarks mit dem ot-L- 
Iduronidase-Gen transfiziert. Der Weg der Gentherapie 
und der Ruckiibertragung der Zellen auf den Patienten 
entspricht dem im vorherigen Abschnitt beschriebenen 
Weg. 

Bei der Gentherapie der Fanconi Anaemie wird das Gen der 
Fanconi Anaemie Komplementationsgruppe C (FACC) zur 
somatischen Gentherapie eingesetzt. Zielzellen der 
Infektion mit der TGC-Amme sind hierbei erneut CD34- 
positive Zellen des Knochenmarks. 

i) Nachweis des Erfolges des TGC-Verf ahrens 

Der DNA-Transfer wird in der Maus bereits innerhalb der ersten 
24 Stunden sichtbar, d.h. lange bevor eine spezifische 
Immunantwort gegen das Bakterium entstanden sein konnte. 
Gezeigt wurde dies durch die Produktion von /3-Galactosidase 
oder von dem f luoreszierenden Protein EGFP in Zellkulturen 
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innerhalb von 24 Stunden. Der im Rahmen der Infektion 
zusatzlich auftretende "mitogene Effekt der Bakterien" 
begiinstigt die Etablierung der DNA in der TGC-Zelle und ist 
damit erwunscht und fiir den Erfolg des TGC-Verf ahrens 
5 vorteilhaft. 

Zusammenf assend ist deshalb f estzustellen, dafl der Einsatz von 
Bakterien zur soraatischen Gentherapie sicherer ist als die 
Gentherapie mit viralen Systemen. Die bakterielle Infektion 

10 kann gerichtet und ortlich begrenzt werden. Das Wachstum und 
damit die floride Infektion durch die Bakterien kann durch 
Ausschalten bestimmter bakterieller Faktoren verhindert 
werden. AuJierdem kann das Wachstum der Bakterien in der 
eukaryonten Zelle genau beeinfluflt und generell verhindert 

15 werden. SchlieJJlich ist die Beendigung der bakteriellen 
Infektion durch den Einsatz von Antibiotika jederzeit moglich, 
d.h. die Infektion lalit sich ortlich , zeitlich und effektiv 
begrenzen. 

20 Im folgenden wird am Beispiel von L. monocytogenes die 
Erfindung detailliert beschrieben: 

Beispiel 1: Die Herstellung von TGC-Sicherheitsstammen 

25 Die L. monocytogenes Sicherheitsstamme werden durch gezielte 
genetische Veranderungen von primar pathogenen L. monocytogenes 
Stammen hergestellt. Dabei werden mehrere Ebenen der Si- 
cherheit parallel zueinander etabliert. Damit wird verhindert, 
dafi durch Riickmutationen die Vitalitat oder Pathogenitat 

30 wieder entstehen konnen. Die Mutationen betreffen Gene, die 
(1) das Uberleben der Bakterien in der Zelle beeinf lussen, (2) 
die die Pathogenitat der Bakterien im TGC-Wirt mindern und (3) 
die das Uberleben der Bakterien in der Umwelt nach einer 
moglichen Ausscheidung verhindern. 

35 
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a) Erste Ebene der Sicherheit - Sicherheitsrelevante 

Eiqenschaft: Uberleben in der Umwelt (siehe oben, 
B.l unter Auf zahlungspunkt (b)) 

Die TGC-Ammen konnen dem TGC-Wirt entweder durch Injektion 
oder durch perorale Gabe appliziert werden. Bei peroraler Gabe 
kann es zu einem Uberangebot an Bakterien und dadurch zur 
Ausscheidung von Bakterien kommen, die vom Organismus nicht 
aufgenommen werden. Damit diese ausgeschiedenen Bakterien 
keine Chance haben, in der Umwelt zu uberleben , konnen die 
TGC-Sicherheitsstamme zusatzliche Mutationen enthalten, die 
das Wachstum der Bakterien in der Umwelt verhindern. 

Als ein Beispiel hierfur wird das Ausschalten des cspL-Gens 
(cold shock protein der Listerien) angefuhrt. Das hat zur 
Folge, dafl die Bakterien bei Temper aturen unter 20°C nicht 
mehr wachsen konnen. Das Wachstum und die Infektionsf ahigkeit 
bei 37°C sind nicht beeintrachtigt , werden allerdings bei 
gleichzeitigen Mutationen gemaft a) und b) zusatzlich modu- 
liert. Das cspL-Gen, das in den erf indungsgemaJi eingesetzten 
Sicherheitsstammen deletiert ist, ist im Sequenzprotokoll als 
SEQ. ID No. 2 dargestellt. Ein entsprechender cspL-deletierter 
Stamm ist unter der Bezeichnung L. monocytogenes EGD Delta 
cspLl bei der DSM unter der Nr. 11883 hinterlegt worden. 

Die erf indungsgemafi eingesetzten TGC-Sicherheitsstamme konnen 
nur auf speziellen Wachsstumsmedien angeziichtet werden. Die 
Wachs turns temperatur mufl dabei iiber 37°C betragen, unter 20°C 
ist ein Wachstum unmoglich. Die Bakterien besitzen eine 
eingeschrankte Pathogenitat und vermogen nur noch in be- 
grenzte f eng umschriebene Areale des TGC-Wirtes vorzudringen . 
Damit wird die Sicherheit des Systems fur Mensch und Umwelt 
garantiert. Die TGC-Ammen sind aufierhalb der artef iziellen 
Medien, hier speziell in der Wirtszelle, nicht mehr wachstums- 
fahig. Diese eingeschrankte intrazellulare Lebensf ahigkeit ist 
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gleichzeitig eine Voraussetzung fur die Freisetzung der TGC- 
DNA in der Wirtszelle und damit fur die Induktion der 
somatischen Transgenitat im TGC-Verf ahren. 

5 b) Zweite Ebene der Sicherheit - Attenuierung; verminderte 
Pathogenitat (siehe oben, B.2 unter Auf zahlungspunkt 
(b)) 

Die zweite Ebene der Attenuierung der TGC-Sicherheitsstamme 
10 umfaBt Mutationen in den Pathogenitatsf aktoren. Durch gezielte 
Mutationen in diefinierten Faktoren wird die Pathogenitat der 
Bakterien abgeschwacht , die Apoptoseinduktion der infizierten 
Wirtszelle verhindert und gleichzeitig die Inununreaktion in 
eine gewunschte Richtung dirigiert. Die Mutationen schranken 
15 die intrazellulare Motilitat der Bakterien und damit ihre 
Ausbreitung in sekundare Zellen ein. Dadurch wird die 
Infektion unter Beibehaltung der Behandelbarkeit durch 
bekannte Antibiotika auf die ausgesuchten Zielzellen begrenzt. 

20 Aus Sicherheitserwagungen ist es wiinschenswert, die intra- 
zellulare Ausbreitung der TGC-Amme nach der Infektion 
einzuschranken oder gar zu verhindern. Das genaue Wissen uber 
die intrazellulare Lebensweise und die Motilitat der oben- 
genannten Bakterien ermoglicht es f definierte, stabile 

25 Mutanten mit verminderter FShigkeit zur Infektion des TGC- 
Wirtes zu erzeugen. 

Bei L.monozytogenes betreffen die in diesem Sinne attenuierten 
Mutationen zum Beispiel das hly-Gen mit der Folge der Blockade 
30 der Infektion der ersten Zelle. Als ein Beispiel fur die 
Ausschaltung dieses Pathogenitatsf aktors ist der Stamm L. 
monocytogenes EGD Hly D491A hinterlegt worden und hat die 
Hinterlegungsnummer DSM 11881 erhalten. 
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Ein anderes Beispiel fur die Verminderung der Pathogenitat von 
L. monocytogenes sind Mutationen im actA-Gen Oder die Deletion 
von Regionen, die fiir die Interaktion zwischen actA und dem 
Wirtszellprotein VASP erforderlich sind, mit der Folge, daft 
5 die intrazellulare Motilitat blockiert ist. Schliefllich gibt 
es auch Mutationen des plcB-Gen, wodurch den Bakterien die 
Moglichkeit genommen wird, sich in eine zweite Zelle hinein 
auszubreiten. Der hinterlegte Stamm L. monocytogenes EGD Delta 
actA Delta plcB ist ein Beispiel fiir eine doppelte Mutation, 
10 in der sowohl das actA-Gen als auch das plcB-Gen ausgeschaltet 
sind. Er tragt die Hinterlegungsnummer DSM 11882. 

AuBerdem ist es auch moglich, in L. monocytogenes das Wildtyp- 
Listeriolysin-Gen gegen ein mutiertes Allel auszutauschen. 
15 Dann werden die Eigenschaf ten des Listeriolysin, sowohl eine 
Apoptose in verschiedenen Wirtszellen zu induzieren als auch 
und eine starke T-Zellvermittelte Immunantwort zu generieren, 
eingeschrankt. 

20 c) Uberleben in der Zelle: - Endogener Suizid: 3. Ebene der 
Sicherheit (siehe oben, C.l unter Auf zahlungspunkt (b)) 

Allgemein zeichnen sich die fiir das TGC-Verf ahren attenuierten 
Bakterien durch definierte Deletionen in den Genen aus, die 

25 fiir die Biosynthese integraler bakterieller Komponenten 
essentiell sind. Die ausgewahlten auxotrophen Bakterien eignen 
sich als TGC-Amme, denn als attenuierte Bakterien konnen sie 
fremde DNA in die Zelle transportieren . Da die Bakterien 
jedoch in den Zellen von essentiellen "Wachstumsf aktoren" 

30 abgeschnitten sind, lysieren sie sponaten und setzen dabei die 
TGC-DNA in der Zelle frei. 

Als TGC-Sicherheitsstamme werden L. monocytogenes eingesetzt, 
die genetisch derart verandert sind, dafi sie die Zelle zwar 
35 noch infizieren, sich aber in der Zelle nicht mehr vermehren 
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konnen. Dies wird u.a. durch die Inaktivierung des dapE-Gens 
in L. monocytogenes erreicht. Listerien sind Gram- positive 
Bakterien, die ebenso wie die Gram-negative Bakterien zur 
Vernetzung der Zellwand meso-Diaminopimelinsaurederivate (DAP) 
benotigen. Die Biosynthese von Diaminopimelinsaure ist daher 
fur die Bildung der bakteriellen Zellwand essentiell. DAP- 
auxotrophe Bakterien unterliegen der spontanen Lyse, wenn 
diese Aminosaure im Kuluturmedium nicht mehr angeboten wird. 
Die Enzyme, die bei der DAP-Synthese im Bakterium beteiligt 
sind, sind in Saugerzellen nicht vorhanden. In TGC-Si- 
cherheitsbakterien sind eben diese Enzyme deletiert oder durch 
Insertionen oder auf eine andere Weise inaktiviert. Das dapE 
von L. monocytogenes, das in den erf indungsgemaB eingesetzten 
Sicherheitsstammen inaktiviert wurde, ist im Sequenzprotokoll 
als SEQ. ID No. 1 dargestellt. Zur genetischen Manipulation 
des dapE Gens in L. monocytogenes muflte dessen Sequenz bestimmt 
werden, den entsprechende Gene z.B. aus E.coli weisen 
lediglich eine ca 30%ige Homologie zur Sequenz des SEQ ID No. 
1 Protokoll auf. 

Die dieses oder anderer Gene des DAP-Biosyntheseweges 
beraubten Bakterien, sog. DAP-Mutanten, konnen weder innerhalb 
noch auflerhalb des Wirtes wachsen. Dazu benotigen sie den 
Zusatz von groBen Mengen an DAP (ImM) zum Wachstumsmedium. 
Fehlt es an DAP, kann das Bakterium weder im TGC-wirt noch 
auBerhalb des TGC-Wirts tiberleben. Damit bieten diese DAP- 
Mutanten sowohl Sicherheit vor einer bakteriellen Infektion 
des TGC -Wirtes als auch Sicherheit vor einer Infektion anderer 
Organismen im Falle der Freisetzung eines derartigen Stammes 
in die Auflenwelt. 

Ein Eingriff ins Genom von Salmonellen mit entspecehnder 
Auswirkung (Schaffung einer auxotrophen Mutante) stellt die 
Deletion (oder Blockade oder Mutagenese) des aroA Gens dar, 
das zur Synthese aromatischer Aminosauren essentiell ist. Aus 
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dem Salmonellen Impfstamm (zuganglich bei der amerikanischen 
Stammsammlung unter ATCC14028) laBt sich durch genetische 
Manipulation mit Techniken, die dem Fachmann bekannt sind, 
und in Kenntnis des aroA Gens (Genebank Annahme-Nummer M 
10947) eine Mutante gewinnen, die analog den hier fur 
Listerien beschriebenen rekombinanten Bakterien als TGC- 
Sicherheitsstamm fungieren kann. Die Freisetzung der Fremd-DNA 
erfolgt, wie fur den oben beschriebenen L. monocytogenes delta 
dapE Stamm, durch Absterben der Bakterien nach Auf nahme in die 
Zelle. Anderes als L. monocytogenes vermogen Salmonellen nicht 
in das Zytoplasma der Zelle zu gelangen. Die Freisetzung der 
Fremd-DNA erfolgt in diesem Fall aus den Endosomen ins 
Zellinnere. 

Es sind auch noch andere attenuierte Mutationen von L. monocy- 
togenes bekannt, in denen die Biosynthese von Nukleinsauren, 
Aminosauren, Zuckern oder anderen Zellwandbausteinen blockiert 
ist [33 bis 35]. Gleiches kann auch durch Mutationen in 
regulator ischen Genen erreicht werden, die fur den intra- 
zellularen Lebensstil der Bakterien essentiell sind. Bei- 
spielhaft fur ein derartiges Gen ist phoP von Salmonella 
typhimur ium [36]. 

Die hier aufgefiihrten Beispiele fur L. monocytogenes sind auf 
andere intrazellular vitale Bakterien oder Bakterien ubertrag- 
bar, die erst durch Aufriistung mit Pathogenitatsf aktoren zu 
intrazellularen Erregern gemacht werden. Dies gilt ins- 
besondere fiir Bakterien der Gattungen Aeromonas, Bartonella, 
Brucella , Campylobacter , Clostridia , Enterobacteriaceae 
(besonders E.coli, Salmonellen, Shigellen, Yersinien), 
Mycobaterium, Renibacterium und Rhodococcus. Ein in diesem 
Sinn auf geriisteter TGC-Sicherheitsstamm ist zum Beispiel 
Bacillus subtilis, der zusatzlich mit dem Listeriolysin aus 
L. monocytogenes ausgeriistet ist. 



WO 99/29884 PCT/EP98/08096 

- 26 - 



Eine wichtige Voraussetzung f iir die Ubertragung von DNA selbst 
in "abgelegene" Korperzellen ist der Schutz der DNA auf dem 
Weg bis zur Zielzelle Oder dem Zielgewebe Oder dem Zielorgan. 
Die Fahigkeit intrazellular vitaler Bakterien wie L.monocyto- 
5 genes zur intrazellularen Ausbreitung ist eine ideale 
Eigenschaft, Gene in abgelegene Zellen, in tiefere Gewebe und 
Organe zu transportieren. Nach erf olgreichemn- Transfer der 
TGC-DNA in die Zielzelle verstirbt der Bote f die TGC-Amme, in 
Folge der Attenuierung (B.l), der Induktion von Auxotropien 
10 (B.2), des endogenen Suizids (C.l), der Infektion iiber 
Endosomen (C.2), der Infektion liber Phagolysosomen (C.3), des 
exogenen Suizids (C.4) oder der Antibiotikatherapie (D.l). 

Beispiel 2: Freisetzung der Fremd-DNA in der animalen 
15 Zelle (synonym: Gewebe; Organ) 

a) Infektion liber Endosomen ; Transfer des Expressions- 
plasmids ohne Befreiung der Bakterien aus dem Endosomvesikel 
(siehe oben, C.2 unter Auf zahlungspunkt (b)) 

20 

Es wurde getestet, ob Bakterien in der Lage sind, ihre 
Plasmid-DNA ins Zytoplasma infizierter Wirtszellen zu 
iibertragen, ohne daB sie sich vorher aus dem Endosomvesikel 
befreit haben miissen. Dazu wurde die Fahigkeit der L. 

25 monocytogenes Dhly Mutante, die nicht mehr aus dem Endosom 
austreten kann f untersucht, als iibertragendes Bakterium flir 
den DNA- Transfer zu fungieren. Als zu iibertragende Fremd-DNA 
wurde EGFP gewahlt, ein f luoreszierendes Protein , das unter 
der Kontrolle eines CMV-Promotors kloniert war. Als Mali flir 

30 die erfolgreiche Ubertragung der Fremd-DNA - d.h. als MaB flir 
die Transfektion der eukaryonten Zelle - wurden 10.000 Zellen 
im FACS-Scanner nach Infektion mit den jeweiligen L. monocyto- 
genes Stammen auf das Vorkommen der EGFP-ausgelosten Fluo- 
reszenz untersucht. Die Anzahl ist in Tabelle 1 in % der 

35 Gesamtzahl der gemessenen eukaryonten Zellen ausgedriickt. Bei 
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den Experimenter! diente der L. monocytogenes Wildtyp-Stamm EGD 
als positiv Kontrolle. Gepruft wurde auch eine isogener, nicht 
invasiver ADInlAB Stamm. Die Aussagen, die mit diesen 
Bakterien gewonnen wurden, haben Allgemeingultigkeit und sind 
auf andere Bakterien ubertragbar. 

Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengef aflt und zeigen, 
daii die Dhly Mutante in Bezug auf den DNA-Transfer vom 
Bakterium in die eukaryonte Zelle genauso effizient ist, wie 
der L. monocytogenes Wildtyp-Stamm. Der L.monozytogenes DlnlAB 
Stamm ist als Vehikel fiir DNA- Transfer in die hier angegebenen 
Zellen nicht (PtK2) Oder aber wesentlich schlechter (Hep-2) 
geeignet. Die Experimente zeigen weiterhin, daJi die aktive 
Aufnahme der Bakterien durch die eukaryonte Zelle (in diesem 
Fall keine professionellen Phagozyten) die Voraussetzung fiir 
die Transfektion der Zellen ist. Die Anheftung der Bakterien 
wird durch die Interaktion zwischen bakteriellen Internalinen 
(InlA und/oder InlB) und den Rezeptoren der animalen Zellen 
bewirkt. Die Experimente des folgenden Beispiels zeigen, daJ5 
Internaline zur Aufnahme von Bakterien in prof essionelle 
Phagozyten nicht notwendig sind. 



Zell- 
linie 


Ursprung 


L . monocytogenes- 
Stanun 


Transf izierte 
Zellen in % 


PtK2 


Kangaroo rat 


Wildtyp EGD 


1.71 




kidney 










Ahly 


1.78 






AinlAB 


0 


Hep-2 


human larynx 
carcinoma 


Wildtyp EGD 

Ahly 

AinlAB 


4.58 
4.31 
0.24 



b) Infektion liber Phaqolysosomen : A ufrustunq nicht pathoge- 
ner Stamme zum TGC-Sicherheitsstamm: (siehe oben, C.3 unter 
Auf zahlungspunkt ( b ) ) 
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Das im folgenden fur L. innocua dargestellte Beispiel ist 
exemplarisch und kann auf andere nicht pathogene Bakterien 
(z.B. Escherichia coli) iibertragen werden. Die auszufiihrenden 
Eingriffe in die genetische Ausstattung solcher Bakterien 
entsprechen den hier fur L. innocua angefiihrten. 

Ein nicht pathogener L. innocua Stamm (Serovar 6a) wurde mit 
dem Pathogenitatsf aktoren Listeriolysin und ActA aus Listeria 
monocytogenes "auf gerustet". Urn die Expression dieser Gene 
regulieren zu konnen, wurde als drittes Gen der in trans 
positiv-wirkende Transkriptionsf aktor (PrfA) in den gentech- 
nisch manipulierten L. innocua Stamm einkloniert. Die 
Gegenwart von PrfA macht die Expression der Virulengene von 
der Wachstumstemperatur abhangig. Da dieser rekombinante 
L. innocua Stamm keine Internaline besitzt, d.h. von sich aus 
nicht invasiv ist, kann er nicht in die oben erwahnten Zellen 
(Ptk2; Hep-2) eindringen. Wunscht der Experimentator zusMtz- 
lich auch solche Zelle infizieren zu konnen, so miissen die 
Bakterien zusatzlich mit den Internalinen InlA und/oder InlB 
ausgestattet werden. Die Experimente des vorliegenden 
Beispiels zeigen, daii es zur Aufnahme des L. innocua (hly+; 
actA+) Stammes durch prof essionelle Phagozyten dieser 
bakteriellen Produkte (Internaline) nicht bedarf . Nach ihrer 
Phagozytose setzt der L. innocua Stamm (hly+; actA-f ) das EiweiB 
Listeriolysin zur Lyse der Phagolysosomen der prof essionellen 
Phagozyten ein. Im elektronenmikroskopischen Bild ist zu 
erkennen, daft der genetisch manipulierte L. innocua (hly+; 
actA+) Stamm im Zytoplasma der prof essionellen Phagozyten 
auftaucht. Der Wildtypstamm L. innocua Serovar 6a hingegen wird 
im Phagolysosom abgetotet und erscheint nicht im Zellzytoplas- 
ma. Die Expression des ActA-Proteins erlaubt dem L. innocua 
(hly+; actA+) Stamm eine Aktin-Zytoskelett abhangige intra- 
zellulare Bewegungen, die im EM-Bild der Bewegung der 
L. monocytogenes Stamme ahnlich sieht. Auf Grund des Fehlens 
weiterer Gene, wie z.B. des plcB Gens, kann sich der hier 
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erwahnte L.innocua (hly+; actA+) Stamm nicht auf Nachbarzellen 
ausbreiten. Diese spezifische Anderung in der Infektiositat 
wurde bereits fur rekombinante L. monocytogenes AplcB Stamme 
beschrieben . 

Die gezielte Auswahl von Genen, hier hly und actA, und deren 
Transformation in nicht pathogene Bakterien, ubertragt die 
ausgewahlten L. monocytogenes Eigenschaften auf nicht pathogene 
Bakterien. Die Befreiung der Bakterien aus dem "todlichen" 
Phagolysosom ist die Voraussetzung fur den Transfer fremder 
DNA in die infizierten Zellen. Die zur Umprogrammierung der 
animalen Zelle zu ubertragende DNA wird dabei in Konstrukte 
integriert, wie sie oben bereits fur attenuierte L. monocytoge- 
nes Bakterien - die bereits als solche erf indungsgemaJJ 
eingesetzt werden konnen - beschrieben wurden. Die Freisetzung 
der genetischen Information erfolgt erf indungsgemafi durch (i) 
Schaffung auxogener Mutanten (Deletion endogener, lebens- 
notwendiger Gene), durch (ii) Einfiihrung von "Suicid-Genen", 
(iii) durch induzierte Aufnahme in Endosomen und Abtdtung 
darin Oder (iv) durch eine zeitlich definierte und auf die 
Abtotung der Bakterien in einem Zielorgan oder Gewebe bezogene 
Antibiotikatherapie . 

Die Experimente dieses Beispiels zeigen exemplarisch, wie von 
Hause aus nicht pathogene Bakterien sukzessiv "auf gerustet" 
werden konnen. Durch Ausrustung mit definierten bakteriellen 
Faktoren (hier Gen d.h. Eigenschaften natiirlich invasiver 
Bakterien) lassen sich ansonsten fur das TGC-Verf ahren primar 
ungeeignete Bakterien, von Experimental derart manipulieren 
und steuern, daB sie fur eine kontrollierte Infektion und 
Ubertragung von DNA in die animale Zelle (synonym: Gewebe, 
Organ, Ganztier, Mensch) eingesetzt werden konnen. 

c) Freisetzung durch exoof-npn sni^iH. Einklonierung von 
Suizidgenen: (siehe oben, C.4 unter Auf zahlungspunkt (b) ) 
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Suizid-Gene, die nach dem Eindringen in die Wirtszelle 
aktiviert werden und zum Absterben der Bakterien fiihren, 
konnen den Bakterien in Form von Lysisgenen aus Bakteriopha- 
gen, zum Beispiel mit dem S-Gen des Bakteriophagen Lambda Oder 
5 Analoga [37], Oder mit Killergenen aus Plasmiden [38] 
zugefuhrt werden. Diese Gene stehen unter der Kontrolle eines 
intrazellular induzierbaren Promotors (zum Beispiel pagC- 
Promotor aus Salmonella [38]). 

10 d> Freisetzung durch Antibiotikatherapie: Gezielte Freiset- 
zung von Fremd-DNA in der Lunge nach Tropfchen- Infektion von 
Listeria monocytogenes (siehe oben, D.l unter Auf zahlungspunkt 
(b)) 

15 Die Infektion mit den Bakterien erfolgte nach dem Verfahren 
der "Body plethysmography in spontaneously breathing mice" 
gemaii R. Vijayaraghavan [Arch. Toxicol. 67: 478-490 (1993)]. 
Bei dem Versuch wurden die Mause einzeln in einer Inhalations- 
kammer fiir eine halbe Stunde einem Aerosol von einem Milli- 

20 liter Bakteriensuspension ausgesetzt, das insgesamt 5000 
Bakterien enthielt. Diese Anzahl von Bakterien entspricht 
einer LD50 Dosis bei intraperitonealer Gabe der Bakterien. Urn 
den Verlauf der Infektion in Echtzeit verfolgen zu konnen , 
wurden die Bakterien erneut mit einem EGFP-Genkonstrukt 

25 transf ormiert . Durch Fluoreszenzanalyse des im Gewebe 
gebildeten EGFP-Proteins wurde der Weg der Bakterien im 
Tiermodell verfolgt. Demnach dringen die Bakterien innerhalb 
einer halben Stunde in die Saulen- und Endothel-Zellen des 
Luftweges ein. Zu diesem Zeitpunkt sind keine Bakterien in 

30 anderem Gewebe bzw. Organen des infizierten Tiers, wie z.B. 
Milz, Leber, Gehirn, zu finden. Die Infektion bleibt fiir bis 
zu 18 Stunden ausschlieiilich auf die Lunge begrenzt. Erst nach 
24h werden auch andere Organen befallen. 
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Der Versuch zeigt, dafl die Ausbreitung der Bakterien nach 
Tropfcheninfektion auf das Primarorgan begrenzt werden kann, 
wenn in deren Lebensf ahigkeit eingegriffen wird. Zwei Wege, 
dies zu erreichen, sind die Verwendung attenuierter Mutanten 
5 (z.B. deletiert im "Ausbreitungsgen" ActA) und/oder die 
Zerstorung der Bakterien durch Antibiotika-Therapie Zugabe zu 
einem vom Experimentator vorgegebenen Zeitpunkt, d.h. in einem 
vom Experimentator vorgegebenen Organ. 

10 Beispiel 3: Beschreibung der TGC-Vektoren 

TGC-Vektoren sind episomale DNA, zum Beispiel Plasmide mit 
geringer Auf nahraef ahigkeit von Fremd-DNA (pMB-Abkommlinge, die 
fiir einzelne Gene ausreicht), Oder mit grSBerer DNA-Auf nahme- 
15 f ahigkeit (wie bei PI- oder F-Plasmiden) , urn die somatische 
Transgenitat fiir komplexe Biosynthese-Wege zu schaffen. 

In alien Fallen handelt es sich urn Plasmide , die in den zur 
genetischen Veranderung und zur Anzucht fiir das TGC-Verf ahren 

20 eingesetzten Bakterien Wirten repliziert werden. Als Beispiel 
fiir einen Zwischenwirt, in dem genetische Bausteine kon- 
struiert werden konnen, eignen sich E.coli Oder andere in der 
rekombinanten DNA-Technologie iiblicherweise eingesetzte 
Bakterien. Als TGC-Sicherheitsstamm eignet sich unter anderem 

25 L. monocytogenes oder die anderen obengenannten Bakterien, die 
als TGC-Amme fungieren. Urn diese Bedingung zu erfullen, 
enthalten die Plasmide die wirtsspezif ischen Plasmid-Replikon- 
Sequenzen. Bei der Erzeugung der rekombinanten DNA miissen 
transformierte von "nackten" Wirtszellen unterschieden werden. 

30 Als Selektionsprinzipien konnen dabei die gangigen Antibioti- 
karesistenzgene eingesetzt werden. 
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Beispiel 4: Transformation von L.monocytogenes-Si- 
cherheitsstammen zu TGC-Ammen 

Die Transformation von L. monocytogenes erfolgt nach einem 
modifizierten Protokoll von Park und Stewart [40]. 

Dazu werden Bakterien bis zu einer optischen Dichte von OD 600 
=0,2 angezogen. Dem Anzuchtsmedium wird Ampicillin (lOpg/ml) 
und 1 mM Glyzin zugegeben. Es erfolgt dann eine weitere 
Vermehrung bis zu einer OD 600 von 0,8 bis 1,0. Die Zellen 
werden durch Abzentrif ugation geerntet und in 1/250 Vol. 
kaltem Elektroporationspuf f er (1 mM Hepes, pH 7,10; 0,5 M 
Sucrose) aufgenommen. Als Vorbereitung zur Elektroporation 
werden die Bakterien bis zu viermal gewaschen. 

Zur Elektroporation werden 50 der vorbereiteten Zellen in 
eine Elektroporationskuvette gegeben, die Elektroporation 
erfolgt bei 10 kv/cm, 400 Ohm, 25 unter Einsatz von ca 1 fjq 
DNA. 

Danach kommen die Zellen sofort auf Eis und werden in 10- 
fachem BHI-Medium aufgenommen und fiir 2 Stunden bei 37 °C unter 
vorsichtigem Schiitteln bebrvitet. Nach dieser Zeit werden die 
Zellen ausplattiert und bei der gewunschten Temperatur 
bebrlitet. Die Effizienz der Transformation nach dieser Methode 
betragt 10 4 bis 10 5 Transf ormaten pro \xq eingesetzter Plasmid 
DNA. 

Beispiel 5: Beschreibung der Anzucht von TGC-Ammen zum 
Einsatz im TGC-Verf ahren 

Lister ien wurden bevorzugt in der Brain-Heart- Infusion Broth 
zum Beispiel BHI der Firma Difco angeziichtet. Alternativ und 
fiir spezielle Anwendungen (radioaktive Markierung listerieller 
Proteine) konnen die Bakterien in Tryptic Soy broth (TSB) oder 
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in Lister ien Minimal Medium (LMM) gezuchtet werden [36]. Die 
Bakterien werden abzentrif ugiert und mehrfach im geeigneten 
Transfer-Medium, zum Beispiel einem Bicarbonat-haltigen 
Puffer , gewaschen . 

5 

Derart vorbereitete Bakterien konnen unter Zusatz von 15% 
Glycerin Losung bei -80 °C fur mindestents 6 Monate aufbewahrt 
werden , bevor sie in das TGC-Verf ahren eingesetzt werden, 

10 Beispiel 6: TGC-Verf ahren - Verfiittern der TGC-Ammen 

Zur Einleitung des TGC-Verf ahrens wird den Tieren fur einige 
Stunden das Trinkwasser entzogen. Die (TGC-Ammen: TGC-DNA im 
gewunschten TGC-Stamm) werden in einem Bicarbonat-haltigen 

15 Puffer geeigneter Konzentration auf genommen und den Tieren 
oral, durch Inhalation Oder per Injektion (parenteral, 
intramuskular, intraperitoneal oder direkt in das gewiinschte 
Zielorgan) verabreicht. Die Art der Applikation richtete sich 
nach dem physiologischen Inf ektionsweg der entsprechenden TGC- 

20 Amme. Die Auswahl des Keimes der als TGC-Sicherheitsstamm 
eingesetzt wird, richtet sich nach Zielorgan und wird 
entsprechend des Inf ektionsweges und entsprechend des 
Organotropismus des jeweiligen Bakteriums festgesetzt. Die 
Dosis an Bakterien wird so gewahlt, daB di<e gewiinschte 

25 organotrope Einschleusung der TGC-Amme erzielt wird. Die Menge 
und die Art der Applikation der Bakterien richtet sich dabei 
nach dem jeweiligen Bakterium, ist aber auch vom Wirt und dem 
Zielorgan abhangig (siehe auch Beipiel 2). 

30 Beispiel 7: Durchfuhrung der somatischen Gentherapie 

Als Beispiele fur eine somatische Gentherapie sind hier 
aufgefuhrt : 
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Die Therapie der cystischen Fibrose (CF): Dazu muB der 
Keim dem zu therapierenden Patienten durch Inhalation 
verabreicht werden. Bei dem Bakteriura handelt es sich 
vorzugsweise um einen Keim, der iiber Tropf cheninf ektion 
iibertragen wird. In dem Bakterium befindet sich das 
CFTR-Gen, das den bei der CF mafigeblichen Defekt kurie- 
ren kann. Das Bakterium dringt in die Saulenzellen des 
Luftweges (airway lumen-facing columnar cells) ein und 
transfiziert diese mit der CFTR-DNA integriert in den 
TGC-Vektor. Die Zellen werden somatisch transgen, der 
Defekt wird kuriert. 

Durch somatische Gentherapie mit dem humanen 13-Globulin- 
gens kann die fi-Thalasaemie behandelt werden, Dazu 
werden ex vivo Stammzellen der haematopoetischen Reihe 
mit einem TGC-Sicherheitsstamm infiziert, der das fl- 
Globulingen auf die Stammzelle ubertragt. Durch Be- 
handlung der Zellen in der Zellkultur wird das infizie- 
rende Bakterium eliminiert und die transgene Zelle fur 
die Ruckiibertragung auf den Menschen vorbereitet. Diese 
Ubertragung erfolgt durch intravenose Gabe. 

Bei der Therapie des Hurler Syndroms werden primitive 
CD34-positive Zellen des Knochenmarks mit dem a-L- 
25 Iduronidase-Gen transfiziert. Der Weg der Gentherapie 

und der Ruckiibertragung der Zellen auf den Patienten 
entspricht dem im vorherigen Punkt. 

Bei der Gentherapie der Fanconi Anaemie wird das Gen der 
30 Fanconi Anaemie Komplementationsgruppe C (FACC) zur 

somatischen Gentherapie eingesetzt. Zielzellen der 
Infektion mit der TGC-Amme sind hierbei erneut CD34- 
positive Zellen des Knochenmarks. 
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Beispiel 8: Kontrolle fiir den Erfolg der induzierten 
somatischen Transgenitat 

Nach dem Transfer der TGC-DNA in den TGC-Wirt ist der Erfolg 
des TGC-Verfahrens nachzuweisen. Dazu eignen sich immunologic 
sche Nachweise des Genproduktes (Proteins) durch Immunoassays 
wie den ELISA, den Immunoblot oder andere bekannte Nachweise, 
die auf einer Antigen-Antikorperreaktion beruhen. T-Zell- 
Antworten konnen in speziellen Assays abgerufen werden und 
werden immer dann angewendet, wenn es sich bei dem Antigen urn 
eine Substanz handelt, die iiber MHC-Klasse I vermittelte 
Immunantworten erkannt wird. 

Handelt es sich bei dem produzierten Protein urn ein Enzym, 
so kann dessen biologische Aktivitat in Form der enzymatischen 
Aktivitatstestung erfolgen. Besitzt das Protein zusatzlich 
eine biologische Aktivitat, so wird die Leistungsf ahigkeit des 
gebildeten Proteins durch biologische Assays abgerufen. 

Fiir Proteine, die eine passive oder aktive Immunisierung des 
TGC-Wirtes induzieren, wird die Protektion gegentiber dem 
auslosenden Agens getestet. Es kann sich zum Beispiel urn die 
verhinderung der Besiedlung, der Infektion (oder der apparen- 
ten Erkrankung) des Versuchstieres nach Belastung mit dem 
pathogenen Organismus (Bakterium oder virus) handeln. 

Beispiel 9: Ernte des Proteins 

Die Gewinnung des produzierten Proteins erfolgt durch 
Techniken, die jeder in der Landwirtschaf t tatigen Person 
bekannt sind: 

ist der TGC-Wirt eine Kuh oder ein anderes laktierendes 
Nutztier und das Euter das infizierte Organ, so werden 
die bekannten Techniken des Melkens eingesetzt; 
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wenn Gef lugeltiere wie Hiihner als TGC-Wirt eingesetzt 
wurden, so werden die Eier gesammelt und der Protein- 
Reinigung zugefiihrt; 

5 - die Aufarbeitung von Proteinen aus Organen, deren 
Produkte nicht nach auflen abgegeben werden, erfolgt 
durch die Gewinnung des entsprechenden Organs, wozu in 
der Regel eine Schlachtung notig sein wird, zum Beispiel 
bei Fischen; 

10 

ist das Blut das somatisch transgene Gewebe, so wird das 
gewunschte Produkt nach Venenpunktion aus dem Blut oder 
seinen Zellen gewonnen und mit dem Fachmann bekannten 
Methoden auf gereinigt . 

15 

Beispiel 10: Anreinigung des Proteins 

Eine Vorreinigung des zu produzierenden Proteins erfolgt durch 
Trennungsverf ahren, die sich primar physikalischer oder 
20 physikochemischer, dem Fachmann wohl bekannter Methoden 
bedienen. Dazu gehoren Fallungen der Proteine mit Salzen (zum 
Beispiel Ammoniumsulf at ) , mit Sauren (zum Beispiel Trichlor- 
essigsaure) oder unter Einwirkung von Hitze oder Kalte. 

25 Eine grobe Trennung wird auch mittels der Saulenchromatogra- 
phie erreicht. Alle hier eingesetzten Verf ahren richten sich 
sehr stark nach den primaren Medien, in denen sich das 
jeweilige Protein anreichert. So sind zum Beispiel fiir die 
Aufarbeitung von Milch oder Eiern in der Industrie viele 

30 Methoden bekannt, die auch auf die hier geschilderte Erfindung 
anwendbar sind. Gleiches gilt fiir die Aufarbeitung von Blut 
als somatisch-transgenes Gewebe. Hier kann auf die Erfahrungen 
auf die Transf usionsmedizin, spezielle auf die Aufarbeitung 
und Reinigung von Blutgerinnungsf aktoren zuriickgegrif f en 

35 werden. 
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Beispiel 11: Reinigung des Proteins 

Zur endgiiltigen Reinigung der Proteine sind alle Methoden 
einsetzbar, die fur konventionelle Reinigungen von Proteinen 
5 Anwendung finden. Dazu gehoren 

die Reinigung mittels Af f initatschromatographie zum 
Beispiel unter Ausnutzung der Rezeptor-Ligand Inter- 
aktion; 

10 

die Darstellung von Fusionsproteinen mit sog, "Tags", 
die zur spezifischen Interaktion mit einer Matrix der 
Chromatographic eingesetzt werden konnen ( zum Beispiel 
Poly-Histidin-Tag und Nickel-Saulen-Chromatographie; die 
15 Streptavidin-Biotin Technologie der Af f initatsreini- 

gung). Die Tags konnen bei f achgerechter Einfiihrung 
einer entsprechenden Proteaseschnittstelle durch spate- 
ren Proteasen-Verdau wieder entfernt werden; 

20 - die Reinigung mittels spezifischer Antikorper (Immunaf- 
f initatschromatographie) ; 

die Ausnutzung naturlicher Affinitaten zwischen dem 
Zielprotein und anderen Proteinen, Kohlehydraten oder 
25 anderen Bindungspartnern wie im Fall des Toxin A von 

Clostridium difficile, dessen Bindungsf ahigkeit an 
Thyroglobin bei 4°C und dessen anschlieflender Elution 
durch Temper a turerhohung auf 37°C. 

30 Beispiel 12: Produktion von TGC-Proteinen: 

Die Liste der durch das TGC-Verf ahren herstellbaren Proteine 
ist theoretisch unbegrenzt und umfafit vor allem den Bereich 
der Hormone, Regulationsf aktoren, Enzyme, Enzyminhibitoren, 
35 humane monoklonale Antikorper sowie die Herstellung von 
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Oberf lachenproteinen pathogener Mikroorganismen Oder viraler 
Hiillproteine zur ungef ahrlichen Herstellung diagnostischer 
Tests und vertraglicher Impfstoffe. Es handelt sich dabei 
sowohl urn Massenartikel wie humanes Serumalbumin als auch urn 
5 Proteine, die in geringen Mengen eingesetzt werden wie 
Hirudin, Blutgerinnungsf aktoren, Antigene zur Tumor prophyl axe 
und zur aktiven Immunisierung (zum Beispiel Papilloma-Antigen ) 
sowie urn Antikorper zur passiven Immunisierung. 
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Patentanspriiche : 



5 1. TGC-Verfahren zur induktion einer zielgerichteten, 
somatischen Transgenitat in einem animalen Wirt, dadurch 
gekennzeichnet, daft Bakterien mit einer in einen episomalen 
Vektor integrierten, unter der Kontralle eukaryonter, 
regulatorischer Elemente zur spateren Transkription und 
10 Expression stehender Fremd DNA bei der Infektion eines ganzen 
Organismus im Wirt die Fremd-Gene freisetzen und darait dort 
die Transkription und Expression von Fremd DNA und/oder Fremd- 
Protein bewirken. 

15 2. TGC-Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
daft die Bakterien bei der Infektion eines Organs durch 
gezielte Perfusion Oder in Kultur Fremdgene freisetzen und 
damit die Transkription und Expression von Fremd-Nukleinsaure 
und/oder Fremd-Protein im Organ bewirken. 

20 

3. TGC-Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Bakterien bei der Infektion eines animalen Gewebes 
Fremd-Gene freisetzen und damit die Transkription und 
Expression von Fremd-Nukleinsaure und/oder Fremd-Protein im 

25 Gewebe bewirken. 

4. TGC-Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daft die Bakterien bei der Infektion eines Gemisches von Zellen 
Oder einer einzelnen Zellinie Fremd-Gene freisetzen und damit 

30 die Transkription und Expression von Fremd-Nukleinsaure 
und/oder Fremd-Protein in den einzelnen Zellen des Gemisches 
oder in der Zellinie bewirken. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch geeignet 
35 ist, daft die durch die bakterielle Infektion in den wirts- 
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organisraus eingefiihrte Fremd-DNA dort die Bildung eines dem 
Wirtsorganismus f ehlenden oder f remden Proteins veranlafit Oder 
durch die Bildung von einzel- oder doppelstrangiger Nu- 
kleinsaure die Bildung eines Proteins oder die Wirkung einer 
Nukleinsaure im Wirtsorganismus erhoht, vermindert oder 
verhindert . 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die durch die bakterielle Infektion in den Wirtsorganismus 
eingefiihrte Fremd-DNA 

a) zur somatischen Gentherapie oder 

b) zum iramunologischen Schutz vor mikrobiellen Er- 
regern oder 

c) zum immunologischen Schutz vor Tumorerkrankungen 
eingesetzt und prophylaktisch oder therapeutisch wirkt. 

7. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl Bakterien der Gattungen Aeromonas, Bartonella, 
Brucella , Campylobacter , Clostridia , Enterobacter iaceae , 
Legionella, Listeria, Mycobacterium, Renibacterium, Rhodococ- 
cus oder Bakterien aus mit ihnen genetisch oder biochemisch 
verwandten Gattungen eingesetzt werden, die ira eukaryonten 
Wirtsorganismus intrazellular lebensfahig sind. 

8. Verfahren gemafl Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , dali 
die Bakterien durch Auswahl und genetische Manipulation 
endogener bakterieller pathogenitat-assoziierter Gene, 
vorzugsweise in ihrer in vivo-Pathogenitat derart abgeschwacht 
oder gestarkt werden, daB die Bakterien 

a) in definierte Organe des Gesamtorganismus, 
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b) in bestimmte Gewebe des Wirtsorganismus oder 

c) in bestimmte Kompartinente von Zellen 

5 vordringen und dort die Fremd-DNA freisetzen. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet , dafl 
es sich bei den manipulierten Bakterien um Listerien handelt. 

10 10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafl 
es sich bei den manipulierten Bakterien um Listerien mit den 
Hinterlegungsnummern DSM 11 881 und DSM 11 882 handelt. 

11. Verfahren gemafl den Anspriichen 9 und 10 , dadurch 
15 gekennzeichnet, dafl in den Bakterien die Gene der im Sequenz- 

protokoll genannten SEQ ID Nr. 1 und SEQ ID Nr. 2 Oder Gene, 
die mit ihnen mindestens in 35% der Nukleotidpositionen 
iibereinstimmen, genetisch mutiert, deletiert Oder blockiert 
sind. 

20 

12. Bakterienstamm fur das TGC-Verf ahren zur Induktion einer 
zielgerichteten, somatischen Transgenitat, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl in ihm die im Vektor integrierte und zur 
spateren Transkription und Expression vorbereitete Fremd-DNA 

25 unter der Kontrolle regulatorischer Elemente steht, die aus 
dem zu inf izierenden Zielorgan stammen oder auf dieses 
Zielorgan ausgerichtet sind. 

13. Bakterienstamm nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
30 dafl er zu einem Sicherheitsstamm mutiert worden ist, indem er 

durch eine Mutation in einem Gen sein Wachstum nicht mehr an 
die Umweltbedingungen anpassen kann (cspl Mutante DSM 11 883) 
und/oder durch eine auxotrophe Mutation entsprechend SEQ ID 
No. 1 und/oder durch eine Mutation im Sinne der endogenen 
35 Attenuation (Stamme DSM 11 881 und 11 882) und/oder durch die 



WO 99/29884 



PCT/EP98/08096 



- 49 - 

zusatzliche Ausstattung mit einem exogenen Suizidgen genetisch 
verandert wird. 

14. Bakterienstamm nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dafl er zu einem Sicherheitsstamm mutiert ist, in dem 

a) das cspl-Gen gemafl Sequenzprotokoll SEQ ID No. 2 
Oder ein mit ihm in mindestens 35% der Nukleotidpo- 
sitionen iibereinstimmendes Gen mutiert Oder blok- 
kiert ist oder 

b) das cspl-Gen deletiert ist (Stamm DSM 11883), 

c) das dapE-Gen gemafl Sequenzprotokoll SEQ ID No. 1 
oder ein mit ihm in mindestens 35% der Nukleotidpo- 
sitionen iibereinstimmendes Gen deletiert oder 
blockiert ist oder 

d) das actA-Gen und/oder das plcB-Gen und/oder das 
hly-Gen oder andere an der Virulenz beteiligte Gene 
mutiert, deletiert oder blockiert sind. 

15. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dafl 
es sich bei den manipulierten Bakterien urn Salmonellen 
handelt, insbesondere urn Salmonellen des Stammes mit der 
Hinterlegungsnummer ATCC14028 oder urn Abkommlinge dieses' 
Stammes die gemafl dem Anspruch 14 genetisch verandert sind, 
handelt. 

16. Verfahren gemafi Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Bakterien durch eine Mutation im aroA-Gen, hinterlegt in 
der Genebank Sequenz M 10947, auxotroph sind. 

17. Verfahren gemafl Anspruch 8 f dadurch gekennzeichnet, dafl 
es sich bei den genetisch manipulierten Bakterien urn apathoge- 
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ne Listerien, urn apathogene oder fakultativ pathogene 
Enterobacteriaceae oder andere apathogene Bakterien handelt. 

18. Verfahren zur Transfektion von animalen Zellen durch 
Fremd-DNA, dadurch gekennzeichnet , dali die Bakterien als 
Trager der Fremd-DNA im Cytoplasma 

a> wegen einer auxotrophen Mutation nicht lebensfahig 
sind; 

b> wegen eines fremden Suizidgens nicht lebensfahig 
sind; 

c) in die Endosomen der Zellen eindringen, dieses 
Kompartiment aber nicht verlassen konnen und dort 
lysiert werden; 

d) in Phagolysosoraen aufgenommen werden , diese Kom- 
partimente lysieren und ins Cytoplasma eindringen; 
und 

e) durch Behandlung mit Antibiotika zerstort werden 
und dadurch die Fremd-DNA freisetzen. 

19. Verfahren zur Herstellung eines vorbestimmten Fremd- 
Proteins, dadurch gekennzeichnet, dafl eine ausgewahlte Zelle, 
ein ausgewahltes Gewebe oder ein Organ gezielt bakteriell 
infiziert und dort die Bildung des vorbestimmten Proteins 
initiiert wird und anschlieflend das Fremd-Protein aus der 
Zelle, dem Gewebe oder dem Organ isoliert und gereinigt wird. 

20. Verfahren nach Anspruch 20 , dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Expression von Fremd-Protein im Euter von Milch produzie- 
renden Tieren oder in Eiern von Gef liigeltieren oder im Blut 
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Oder anderen Geweben von Nutztieren durch Infektion mit 
Bakterien induziert wird. 

21. Transgenes Nutztier, dadurch gekennzeichnet , da/5 alle 
5 Zellen seines Organismus oder die Zellen eines Oder mehrerer 

seiner Gewebe Oder Organe durch Anwendung des Verf ahrens nach 
Anspruch 1 genetisch verandert sind. 

22. Verfahren zur Induktion einer somatischen Transgenitat 
10 gemafi Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl das somatisch 

transgene Gewebe einem Gesamtorganismus reimplantiert und der 
lebende Gesamtorganismus auf diese Weise somatisch transgen 
wird. 



WO 99/29884 



PCI7EP98/08096 



SEQUENZPROTOKOLL 



5 ALLGEMEINE ANGABEN 



10 ANMELDER: 1. Privatdozent 

Dr. Christoph von Eichel-Streiber 
Bingerweg 15 
55444 Schweppenhausen 
Bundesrepublik Deutschland 

15 Tel.: 06724/33 98 

Fax : 06724/33 98 



20 



2. Prof. Dr. Trinad Chakraborty 
Seltersweg 85 
35390 GieBen 

Bundesrepublik Deutschland 
Tel.: 0641/76 536 
Fax : 0641/99 41 259 



25 



30 



35 



BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: 

TGC-Verf ahren zur Induktion 
somatischen Transgenitat 



einer zielgerichteten , 



ANZAHL DER SEQUENZEN: 
Z USTELL ANSC HR I FT ! 



Patentanwalte 

Dr. Rainer A. Keil 

Ludwig R. Schaafhausen 

Nanno M. Lenz 

Dr. K.-H. Meyer-Dulheuer 

EysseneckstraJie 31 

D-60322 Frankfurt am Main 



1/5 



WO 99/29884 



PCT/EP98/08096 



COMPUTERLESBARE FAS SUNG 



DATENTRAGER 
COMPUTER 

OPERATING SYSTEM 
SOFTWARE 



Diskette 

IBM PC compatible 
PC-DOS/MS-DOS 
Word Perfect 6.0 



Angaben zur Sequenz ID-No 1: 



10 



15 



20 



Lange 
Art 

Strangform 
Topologie 
Herkunf t 

Merkmal 



25 



1260 Basenpaare 

Nukleinsaure und davon abgeleitete 

Aminosauresequenzen 

Einzelstrang 

linear 

Listeria monocytogenes Stamm EGD 
Serotyp l/2a 

Sequenz des dapE Gens, das eines der 
fur die Synthese der Diaminopimelin- 
saure notwendigen Schliisselenzyme 
ist. Die Aminosaure sequenz ist hoch 
homolog zu N-succinyl-L-diaminopime- 
lic acid desuccinylase (dapE) unter 
anderem aus Escherichia coli, Bacil- 
lus subtilis, Lactobacillus spp., 
Mycobacterium tuberculosis . 



Aminosauresequenz : 
Nukleotidsequenz : 



318 Aminosauren 
1260 Nukleotide 



30 



1 TGCCTTTATA GAGAACGGGA AAACATAGAG TGGAATTCAT AGAAAGAGGG 

51 CGTGAAATAT GGACCAACAA AAAAAGATTC AAATTTTAAA GGACTTGGTA 

101 AATATTGATT CGACTAATGG GCATGAAGAA CAAGTTGCGA ACTATTTGCA 

151 AAAGTTGTTA GCTGAACATG GTATTGAGTC CGAAAAGGTA CAATACGACC 
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201 TAGACAGAGC TAGCCTAGTA AGCGAAATTG GTTCCAGTAA CGA GAA GGT T 

REG 

251 TG GCA TTT TCA GGG CAT ATG GAT GTA GTT GAT GCG GGT GAT GTA TCT AAG 
LAF S G HMDVV DAGDVS K - 
301 TGG AAG TTC CCA CCT TTT GAA GCG AC A GAG CAT GAA GGG AAA CTA TAC GG 
WKFPPFEATEHEGKLYG- 
351 A CGC GGC GCA ACG GAT ATG AAG TCA GGT CTA GCG GCG ATG GTT ATT GCA A 

RGATDMKSGLAAMVIA- 
401 TG ATT GAA CTT CAT GAA GAA AAA CAA AAA CTA AAC GGC AAG ATC AGA TTA 
M I EL H EEKQKLNGKI R L - 
451 TTA GCA ACA GTT GGG GAA GAG ATC GGT GAA CTT GGA GCA GAA CAA CTA AC 
LATVGEEIGELGAEQLT- 
501 A CAA AAA GGT TAC GCA GAT GAT TTA CAT GGT TTA ATC ATC GGC GAA CCG A 

QKGYADDLHGLI IGEP- 
551 GT GGA CAC AGA ATC GTT TAT GCG CAT AAA GGT TCC ATT AAT TAT CCC GTT 
SGHRIVYAHKGSINYPV- 
601 AAA TCC ACT GGT AAA AAT GCC CAT AGT TCG ATG CCG GAA TCT GGT GTG AA 
KSTGKNAHSSMPESGVN- 
651 T GCG ATT GAT AAC TTG CTG CTA TTT TAT AAT GAA GTA GAA AAA TTC GTG A 

AI DNLLLFYNEVEKFV- 
701 AA TCA GTT GAT GCT ACT AAC GAA ATA TTA GGC GAT TTT ATT CAT AAT GTC 
KSVDATNEILGDFIHNV 
751 ACC GTA ATT GAT GGT GGA AAT CAA GTC AAT AGT ATC CCT GAA AAA GCA CA 
TVI DGGNQVNS I PEKAQ- 
801 A CTG CAA GGG AAT ATT CGC TCG ATT CCA GAA ATG GAT AAT GAA ACA GTG A 
LQGNIRSIPEMDNETV- 
851 AA CAA GTG CTA GTG AAG ATT ATC AAT AAG TTA AAC AAA CAG GAA AAT GTG 
KQVLVKIINKLNKQENV- 
901 AAT CTG GAA TTA ATA TTT GAT TAT GAT AAA CAA CCA GTA TTT AGT GAT AA 
NL E L I FDY DKQPVFS D K - 
951 A AAT TCG GAT TTA GTC CAC ATT GCT AAG AGC GTA GCA AGC GAC ATT GTC 
NSDLVHIAKSVASDIV 
1001 AAA GAA GAA ATC CCA TTA CTC GGT ATT TCC GGA ACA ACC GAT GCA GCA GA 
KEE I PLLGI SGTTDAAE- 
1051 A TTT ACC AAA GCT AAG AAA GAG TTC CCA GTG ATT ATT TTT GGA CCA GGA A 

F T KAKKEFPVI I F GP G - 
1101 AC GAA ACC CCT CAC CAA GTA AAC GAA AAT GTT TCT ATA GGA AAT TAT TTG 
NETPHQVNENVSIGNYL- 
1151 GAG ATG GTA GAT GTT TAC AAA CGG ATT GCC ACC GAG TTT TTA TCT TGA TGA 
EMVDVYKRIATEFLS STOP 
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1201 AACTTTAACT TTACTTATTT CCCGATATAA AATAAGTAAT TAATAGAAGT 
1251 CTAGTATTTG 1260 



Angaben zur Sequenz ID-No 2: 



10 



15 



Lange 
Art 

Strangform 
Topologie 
Herkunf t 

Merkmal 



1337 Basenpaare 

Nukleinsaure und davon abgeleitete 

Aminosauresequenzen 

Einzelstrang 

linear 

Listeria monocytogenes Stamm EGD 
l/2a 

Sequenz des "cold shock proteins" 
cspL; dieses Protein ist fur die 
Lebensfahigkeit der Listerien bei 
niedrigen Temperaturen essentiell. 
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Aminosauresequenz : 
Nukleotidsequenz : 



66 Aminosauren 
133? Nukleotide 





1 


GAGGCAAGTG 


GACTAATCAT 


AAAGTTTTTG 


GCGATGCAAC 


TGCGATTTTG 




51 


GCAGGAGATG 


CTTTACTAAC 


GCTCGCTTTT 


TCTATTTTAG 


CTGAAGACGA 


25 


101 


TAATTTATCT 


TTTGAGACAC 


GCATTGCTTT 


GATTAACCAA 


ATTAGTTTTA 




151 


GTAGCGGTGC 


AGAAGGAATG 


GTTGGTGGTC 


AACTTGCAGA 


CTTGGAAGCG 




201 


GAAAACAAAC 


AAGTGACGCT 


AGAAGAGTTA 


TCATCCATTC 


ATGCACGAAA 




251 


AACGGGTGAA 


TTATTAATTT 


ATGCTGTAAC 


CTCTGCAGCA 


AAAATTGCGG 




301 


AAGCTGATCC 


AGAACAAACG 


AAACGCTTAC 


GAATTTTTGC 


AGAGAATATT 


30 


351 


GGGATTGGAT 


TTCAAATTAG 


CGACGATATT 


TTAGATGTAA 


TTGGTGATGA 




401 


AACGAAAATG 


GGTAAAAAGA 


CAGGGGCCGA 


CGCTTTTCTG 


AATAAAAGTA 




451 


CCTATCCCGG 


ATTACTCACG 


CTTGATGGGG 


CAAAAAGGGC 


ATTAAATGAG 




501 


CATGTTACGA 


TTGCAAAGTC 


AGCGCTTTCA 


GGGCATGATT 


TCGATGATGA 




551 


AATTCTCTTG 


AAACTTGCTG 


ATTTAATCGC 


ACTTAGAGAA 


AATTAATCAT 


35 


601 


AATTATCTAG 


TAATTTCAAA 


ATTTTTTCAC 


ATATATAATT 


CAAATTGATT 




651 


TGCTTTTCCT 


AAAATACCGT 


GTTATACTAA 


TGTAAGATTA 


TTTTTGTGGG 




701 


TGAAAGATAC 


GATTGTGAAC 


AACTTTCCAT 


CTCGTGCCGT 


TAAGCAAGAA 
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751 TAGTAAATAA TTAGTGTGCA TAACACACGA GGAGGAACAT GAAC ATG GAA 

M E 

801 CAA GGT AC A GTA AAA TGG TTT AAC GCA GAA AAA GGA TTT GGT TTT ATC GA 
QGTVKWFNAEKGFGF I E 
851 A CGC GAA AAC GGT GAC GAT GTA TTC GTA CAT TTC AGC GCT ATC CAA GGC G 

RENGDDVFVHFSAIQG 
901 AC GGA TTC AAA TCT TTA GAC GAA GGT CAA GCA GTA ACT TTC GAC GTT GAA 

DGFKSLDEGQAVTFDVE 
9S1 GAA GGC CAA CGC GGA CCT CAA GCA GCT AAC GTT CAA AAA GCG TAA TTC TA 
EGQRGPQAANVQKA STOP 



1001 TTTTTTGAAT AAGAAAAAGC AAATCATTTC GGTGATTTGC TTTTTTATTT 

1051 GTCTAAAATT ATTTTACCTT GTTTGGTTTA ATGGCGATTG TTTGCTATAA 

1101 TAAGAACAAT TAATCGAGAA AAAAGACCTT GCACGCATTC ATGCGAGTGG 

1151 CTCTTTGGAA AGTGAGTTGT TTTTATTTGG ATCTTTTAAA GATAAAGGAT 

1201 CCTTCCTTTA TGAAGCGATT GGATATACAA GAATTAGAAG CACTTGCAGC 

1251 GGATATTCGC GCTTTTTTAA TTACTTCTAC ATCTAAATCA GGTGGGCATA 

1301 TTGGTCCGAA TCTTGGTGTG GTAGAACTAA CGATTGC 
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